¢S

Analyse du métabolome urinaire
humain par chromatographie liquide
couplee a la spectrometrie de masse

haute resolution

These dirigée par les Dr. Christophe JUNOT
et Pr. Jean-Claude TABET
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(=) Homeostasie et biomarqueurs

Le concept d’homéostasie : capacité que peut avoir un systeme a
conserver son equilibre de fonctionnement en dépit des contraintes
qui lui sont exterieures.

Claude Bernard (1813-1878) Walter Bradford Cannon (1 871-1945)
The Wisdom of the Body (1932)

Un biomarqueur est une signature biologique de la
présence d’'une pathologie ou de I'exposition a un toxiqu e.

Biomarqueur d’exposition  : exposition a un toxique, polluant...
Biomarqueur d’effet  : suivre la réponse d’'un I'organisme 3
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(&) Les approches globales «omiques»

Les ARN messagers
Le transcriptome

transcriptomique

Les protéines
Le protéome

|

Les genes . o proteomique
Le génome e e
NHz g Les métabolites
UOH Le méetabolome
génomique ” A
polymorphisme \ oA

ﬁm% ) métabolomique

GENOTYPE PHENOTYPE
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ﬁ
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(=) Deéroulement d’'une analyse metabolomique

PREPARATION DES
ECHANTILLONS

ACQUISITION DES EMPREINTES

TRAITEMENT DES DONNEES

1an

an

a0

n

1)

a0

40

Relative Al

T T T T T T
20 40 60 80 100
Tirme (min)

DETECTION AUTOMATIQUE
DES SIGNAUX ECH

QUANTIFICATION
RELATIVE

IDENTIFICATION DES BIOMARQUEURS

Variable intensity
(peak area)

BASES DES DONNEES, MS/MS ...

>

5T 55T 5T 5T 5T 5

Poak Ni | Ret{min) | Mass 06030302 06030303 06030304 05030305 06030321 06030322
1 18E403  15Es03  24E405  17E+03  20E+03  T9E+04
2 1398 18E403  15E+03  20E03  17E«03  20Ee03  15Ev04
3 225 206405 43E+04 29405 35Es08  18E+05  20E+03
1 20E403  3JE04  45EeD4  10EeDs  39E05  25Ee04
5 20E+03  3JE08  A5Ee04  21Es05  B3E04  25E+04
3 20E403  3JE08  45Ee04  16Ee05 25605  72E+05
7 20E+03  3JE08 23405 14Es05 436404 25E+04
8 206403 3JEw04  28E405  10EeDs 43604  25Ee04
9 9AEs01  16E03  GAESDd  17Es0d 236403  12E+04
10 TAEW05  16Es03  13E05  17Ee04  23Ee03  12E+04
1 20E+03  16E03  24E«03  17Es08 236403 12E+04
(73 18E05  16E+03  24E403  17E+04  23E+03 156405
(0 136405 16E+03  1AE05  17EWd  23Es03  22Ev0d
1 21E+03  16E03  11E+05  17Es08 236403 4904
15 15E404  16EW03  24Ew03  17EWMd  23Ee03  12Ev0d
1 19E05  16E+03  20E405  91E+03  23E+03  12E+04
7 21E+03  16E03  24E«03  O.0Ee03 236403 12E+04
18 TOE05  16E+03  15E405  9.1E+03  23E+03  12E+0d
19 21E+03  16E03  24E«03  O.0Ee03 236403  12Ee04
2 20E+03  16E+03  24E+0d  9.AEs03 236403 12E+04
2 19E403  39Ee0d  21Ew04  1AEeDd  23Ee03  27Ev04
2 29E+05  24E05  28E+03  29Es05  29E+04  25E+05
b} 236403 2E03 25405 23Ee03  19E+05  32E05
2 55E+05  2E03  1AE+05  36Es08  29E+04  3AE+05
25 136404 B3Es0d  SBE04  23E403  29E+08 126405
2% 40Es04  11E406  B9E+D  99Es08  3AEW04  45E+04
2 40Es0d  26E03  BIESD4  GAES0S  19E05 3704
2 426405 50EW05  29E«03  20Ee0d  3AE«3  39E+04
29 53Es05  20E+03  G3E+05  20Es08 286405  2.1E+05
3 226403 GTE04 29403 20E+D8  28Ev05  2.1E+D4
31 28E+03  30E05  27E+03  38Ew04
7] 28E+03  28E+04 27403 1IEW05
n 28Ee03  42E405  27E«03  3BEW04

URINE30DIL4_CID20_endogénes #68 RT: 1.22 AV: 1

NL: 4.17E5

F: FTMS + p ESIFullms2 173.09@ cid20.00 [50.00-800.00]
116.07041

100
95

Relative Abundance
@
)

90

85 OH
80

75 N

70

(6]
(0]
NH,

-C2H30N

-HCOOH

[M+H]+

ANALYSES STATISTIQUES
MULTIVARIEES
aof

T

30001

INS

| L1
10007
D T [ ]
N0
[ [ ]
-10007 . ®

35
173.09190
30 127.08652
25
20
2 -H20
155.0%_
10 70.06497 80:49458 9.67426
5 86.06400 -614
61.03990 102.71753 143.04167 ‘
St RIS N RS otk A RSk [ EESAPIRS
80 100 120 140 160

miz
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(2] Acquisition des empreintes métaboliques

S Empreinte métabolique

RMN GC-EI-MS API-MS
- Simple, non invasif - Sensible - Acces a la masse moléculaire
- Rapide - Reproductible (identification++)
- Applicable a des biomatériaux - Bibliothéques de spectres de - Analyse des molécules
intacts et aux grandes seéries masse thermolabiles
- Sensibilité limitée - Modification chimique requise - Couplages a la LC (plus
- Difficulté d’identification de pour les composés non volatils  résolutif et sensible que
composeés inconnus en milieu - Composés non I'introduction directe, mais
complexe thermosensibles aussi plus long)

- Mais peu reproductible
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(2] La spectrometrie de masse

Source

Production d’ions en
phase gazeuse

Analyseur(s) (| Détecteur IR

. 100-
Conversion d’un courant -
ionique en courant
électrique

Séparation des ions selon
leur rapport m/z

o ~ -3 ©

Relative Abundance
OHH?\H\?HH?\H\;HH%\\\\?\\\\?HH?\H\?\

114.0912

w

N

[

100 120

135.0910

m/z

Traitement du signal
288.2531
179.1068
147.1126
183.0779
159.0676
167.0830 106.6413 234.0970 281.0650

| ‘ ' "“ k 227.1752 | 244.2270  265.1116 ‘

140 160 180 200 220 240 260 280 300
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(&) La spectrometrie de masse haute résolution

LETE AN La résolution d’un analyseur est sa

03 \ capacité a separer des ions de

i rapport m/z proches mais différents.
g?u—; C,oH150, (0.1 ppm) Beak top mass 1283.0
2803 Monaisotopic | Average mass
2 50 mass . 1283.4788
%40—2 -
¥ 30

20

10—: 20010038

] 19|a.a|7|54lu”.1'99|-|219:?9 19840488 199.97?52! 200223
1959.0 199.5 200.0 -
1 ppm: 100,000 1
C,H,N,0,,

4

Banques de données

1280 12B2 1284 1286 1288 1280 9
miz



rvice Pharma analyse/ Laboratoire d'Brude du Metabolisme des WMadicameants

D5V 1BiTec-5

.
gie et d' lmmuno
gl o HmLh

(&) Deétection automatique des signaux

1 matricen X p

h chromatogrammes Extraction des signaux p variables (mz_tr)

Echantillons

J5-T J5T J5-T J5T J5-T J5T

Peak Nr | Retfmin}) Mass 06030302 = 06030303 06030304 06030305 06030321 06030322

1 13.24 100 1.8E+03 1.5E+03 2.4E+05 1.7E+03 2.0E+03 7.9E+04

2 13.98 100 1.8E+03 1.5E+03 2.0E+03 1.7E+03 2.0E+03 1.5E+04

P 3 42.25 106 2.0E+05 4.3E+04 2.9E+05 3.5E+04 1.8E+05 2.0E+03

‘4‘_‘ G.) 4 16.65 114 20E+03 3.7TE+04 4.5E+04 1.0E+04 3.9E+05 2.5E+04
‘B 5 16.92 114 20E+03 3.7TE+04 4.5E+04 2.1E+05 8.3E+04 2.5E+04
= m 6 17.26 114 20E+03 3.7TE+04 4.5E+04 1.6E+05 2.5E+05 7.2E+05
?_‘ U) 7 17.54 114 20E+03 3.7TE+04 2.3E+05 1.4E+05 4.3E+04 2.5E+04
= (-5 8 18.01 114 2.0E+03 3.7TE+04 2.8E+05 1.0E+04 4.3E+04 2.5E+04
(=} 9 4.19 126 94E+04 1.6E+03 6.4E+04 1.7E+04 2.3E+03 1.2E+04
> E 10 4.66 126 14E+05 1.6E+03 1.3E+05 1.7E+04 2.3E+03 1.2E+04

11 4.93 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 1.7E+04 2.3E+03 1.2E+04

1 12 5.07 126 1.8E+05 1.6E+03 2.4E+03 1.7E+04 2.3E+03 1.5E+05

+— 13 5.40 126 1.3E+05 1.6E+03 1.1E+05 1.7E+04 2.3E+03 2.2E+04

m 14 5.86 126 2.1E+03 1.6E+03 1.1E+05 1.7E+04 2.3E+03 4.9E+04

15 6.32 126 1.5E+04 1.6E+03 2.4E+03 1.7TE+04 2.3E+03 1.2E+04

N—" 16 10.56 126 1.9E+05 1.6E+03 2.0E+05 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04

n 17 11.05 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04

18 11.33 126 1.0E+05 1.6E+03 1.5E+05 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04

() 19 11.80 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04

— 20 16.36 126 2.0E+03 1.6E+03 2.4E+04 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04

—Q 21 9.04 138 1.9E+03 3.9E+04 2.1E+04 1.4E+04 2.3E+03 2.TE+04

CG 22 4.39 143 2.9E+05 2.4E+05 2.8E+03 2.9E+05 2.9E+04 2.5E+05

o — 23 5.07 143 2.3E+03 2.1E+03 2.5E+05 2.3E+03 1.9E+05 3.2E+05

— 24 5.20 143 5.5E+05 2.1E+03 1T.1E+05 3.6E+04 2.9E+04 34E+05

CG 25 26.39 143 1.3E+04 8.3E+04 5.8E+04 2.3E+03 2.9E+04 1.2E+05

> 26 6.58 153 4.0E+04 1.1E+06 8.9E+04 9.9E+04 3AE+04 4.5E+04

27 7.12 153 4.0E+04 2.6E+03 8.9E+04 6.1E+04 1.9E+05 3.TE+04

28 6.72 154 4.2E+05 5.0E+05 2.9E+03 2.0E+04 3AE+03 3.9E+04

29 6.98 154 5.3E+05 2.0E+03 6.3E+05 2.0E+04 2.8E+05 2.1E+05

30 7.66 154 2.2E+03 6.7TE+04 2.9E+03 2.0E+04 2.8E+05 2AE+04

31 17.54 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 3.0E+05 2.7E+03 3.8E+04

v 32 17.87 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 2.8E+04 2.7TE+03 1.1E+05

33 18.42 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 4.2E+05 2.7TE+03 3.8E+04

1. Alignement des variables en temps de rétention e  t en mesures de masses

2. Suppression du bruit de fond

3. Détection et mesure des pics

4. Présentation des données sous forme matricielle 10
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(2] Analyses statistiques multivariées

.
gie et d' lmmuno
gl o HmLh

analyse/ Laborat

& d'Etude du Metak

Faciliter la comparaison des données

Résumer et visualiser I'information
Echantillons

4
J5-T J5.T J5.T J5.T J5.T J5-T u
Peak Nr | Retfmin) Mass 06030302 | 06030303 06030304 | 06030305 06030321 06030322 .+_
1 13.24 100 1.8E+03 1.5E+03 2.4E+05 1.7E+03 2.0E+03 T.9E+04 ::
P 2 100 1.8E+03 1.5E+03 2.0E+03 1.7E+03 2.0E+03 1.5E+04
N 3 106 2.0E+05 4.3E+04 2.9E+05 3.5E+04 1.8E+05 2.0E+03 a
m 4 114 2.0E+03 3.7E+04 4.5E+04 1.0E+04 3.9E+05 2.5E+04
5 114 2.0E+03 3.7E+04 4.5E+04 2.1E+05 8.3E+01 2.5E+04 n
(7] 6 114 2.0E+03 3.7E+04 4.5E+04 1.6E+05 2.5E+05 7.2E+05 n-
(] 7 114 2.0E+03 3.7E+04 2.3E+05 1.4E+05 4.3E+04 2.5E+04
8 114 2.0E+03 3.7E+04 2.8E+05 1.0E+04 4.3E+04 2.5E+04 E
E 9 126 9.4E+04 1.6E+03 6.4E+04 1.7E+04 2.3E+03 1.2E+04
| 10 126 1.4E+05 1.6E+03 1.3E+05 1.7E+04 2.3E+03 1.2E+04 =]
11 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 1.7E+04 2.3E+03 1.2E+04 L8]
4- 12 126 1.8E+05 1.6E+03 2.4E+03 1.7E+04 2.3E+03 1.5E+05
a 13 126 1.3E+05 1.6E+03 1.1E+05 1.7E+04 2.3E+03 2.2E+04] w
N . 14 126 2.1E+03 1.6E+03 1.1E+05 1.7E+04 2.3E+03 4.9E+04]
15 126 1.5E+04 1.6E+03 2.4E+03 1.7E+04 2.3E+03 1.2E+04 —4
16 126 1.9E+05 1.6E+03 2.0E+05 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04 N
[} 17 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04
N 18 126 1.0E+05 1.6E+03 1.5E+05 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04
— 19 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04 1
_Q 20 126 2.0E+03 1.6E+03 2.4E+04 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04
c 21 138 1.9E+03 3.9E+04 2.1E+04 14E+04 2.3E+03 2.7E+04
.— 22 143 2.9E+05 2.4E+05 2.8E+03 2.9E+05 2.9E+04 2.5E+05
:- 23 143 2.3E+03 2.1E+03 2.5E+05 2.3E+03 1.9E+05 3.2E+05
24 143 5.5E+05 2.1E+03 1.1E+05 3.6E+04 2.9E+04 3AE+05
c 25 26.39 143 1.3E+04 8.3E+04 5.8E+04 2.3E+03 2.9E+04 1.2E+05
> 26 6.58 153 4.0E+04 1.1E+06 8.9E+04 9.9E+04 3.4E+04 4.5E+04
27 7.2 153 4.0E+04 2.6E+03 8.9E+04 6.1E+04 1.9E+05 3.7E+D4
28 6.72 154 4.2E+05 5.0E+05 2.9E+03 2.0E+04 3.1E+03 3.9E+04
29 6.98 154 5.3E+05 2.0E+03 6.3E+05 2.0E+04 2.8E+05 2.1E+05
30 7.66 154 2.2E+03 6.7TE+04 2.9E+03 2.0E+04 2.8E+05 2.AE+04
3 17.54 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 3.0E+05 2.TE+03 3.8E+04
v 32 17.87 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 2.8E+04 2.TE+03 1.1E+05
33 18.42 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 4.2E+05 2.TE+03 3.8E+04

2 types d’analyses : 2
Non supervisée (ACP) ou N
descriptive. =

Supervisee (PLS, PLS-DA
OPLS...) ou explicative

Y

iiér'e

cnmpnsnn‘l‘e

Iral

tes

TEmoms

I

1" composante

Y

Intensité de lavariable

(surface du pic)

_

N

\

Intensité de la variable

(surface du pic)

-
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(&) Identification des métabolites en MS

BN TR TR MG & e O s

1. Obtenir des information sur la masse moléculaire
La précision en masse

< 5ppm avec les analyseurs a ||~ CH,N; O,

haute résolution

Banques de données

2. Obtenir des informations structurales avec les
expeériences de MS/MS

Relative Abundance
n o H H ol . - I- I- 0
& o3 e - o3 e
Tl




(=] Contexte et objectifs de la thése

les profils métaboliques peuvent contenir quelques centaines a
des milliers de signaux dont la majeure partie demeure jusqu'a
présent inconnus, ou du moins inexploitées car non caractérisee
par les systemes analytiques utilisés, ce qui limite I'obtention de
données biologiguement pertinentes

Il faut pouvoir identifier les metabolites mais également pouvoir
distinguer ceux discriminants pour des conditions particulieres
(maladie, exposition a un toxique...) de ceux fluctuants avec les
nombreuses sources de variabilité environnementales,
biologigues ou analytiques
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Contexte et objectifs de la these

R ]  BaTE OnE 5
J5T J5T J5T J5T J5T J5T ?
Peak Nr | Retimin} | Mass | 06030302 06030303 | 06030304 06030305 06030321 06030322 .
1 13.24 100 1.8E+03 1.5E+03 2.4E+05 1.7TE+03 2.0E+03 T.9E+04

2 13.98 100 1.8E+03 1.5E+03 2.0E+03 1.7E+03 2.0E+03 1.5E+04
3 42.25 106 2.0E+05 4.3E+04 2.9E+05 3.5E+04 1.8E+05 2.0E+03
4 16.65 114 2.0E+03 3.TE+04 4.5E+04 1.0E+04 3.9E+05 2.5E+04
5 16.92 114 2.0E+03 3.TE+04 4.5E+04 2.1E+05 8.3E+04 2.5E+04
6
7
i)

-J

17.26 114 2.0E+03 3.TE+04 4.5E+04 1.6E+05 2.5E+05 T.2E+05
17.54 114 2.0E+03 3.7E+04 2.3E+05 1.4E+05 4.3E+04 2.5E+04

-J

18.01 114 2.0E+03 3.TE+04 2.8E+05 1.0E+04 4.3E+04 2.5E+04

b
0
U) 9 4.19 126 9.4E+04 1.6E+03 6.4E+04 1.7TE+04 2.3E+03 1.2E+04
m 10 4.66 126 1.4E+05 1.6E+03 1.3E+05 1.7TE+04 2.3E+03 1.2E+04
11 4.93 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 1.7TE+04 2.3E+03 1.2E+04 ?
E 12 5.07 126 1.8E+05 1.6E+03 24E+03 1.7TE+04 2.3E+03 1.5E+05 .
13 5.40 126 1.3E+05 1.6E+03 1.1E+05 1.7TE+04 2.3E+03 2.2E+04
1 14 5.86 126 2.1E+03 1.6E+03 1.1E+05 1.7TE+04 2.3E+03 4.9E+04 ?H
— 15 6.32 126 1.5E+04 1.6E+03 2.4E+03 1.7TE+04 2.3E+03 1.2E+04 ? NHZ
16 10.56 126 1.9E+05 1.6E+03 2.0E+05 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04 .
m 17 11.05 126 2.1E+03 1.6E+03 2.4E+03 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04
18 11.33 126 1.0E+05 1.6E+03 1.5E+05 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04
N~— 19 11.80 126 2.1E+03 1.6E+03 24E+03 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04 ?
20 16.36 126 2.0E+03 1.6E+03 24E+04 9.1E+03 2.3E+03 1.2E+04 .
U) 21 9.04 138 1.9E+03 3.9E+04 2.1E+04 1.4E+04 2.3E+03 2.TE+04
QJ 22 439 143 2.9E+05 2.4E+05 2.8E+03 2.9E+05 2.9E+04 2.5E+05
23 5.07 143 2.3E+03 2.1E+03 2.5E+05 2.3E+03 1.9E+05 3.2E+05 ?
Q 24 5.20 143 5.5E+05 2.1E+03 1.1E+05 3.8E+04 2.9E+04 34E+05 .
25 26.39 143 1.3E+04 8.3E+04 5.8E+04 2.3E+03 2.9E+04 1.2E+05
(U 26 6.58 153 4.0E+04 1.1E+06 8.9E+04 9.9E+04 3AE+04 4.5E+04
- — 27 7.12 153 4.0E+04 2.6E+03 8.9E+04 6.1E+04 1.9E+05 3.7E+04 ?
| - 28 6.72 154 4.2E+05 5.0E+05 2.9E+03 2.0E+04 3.1E+03 3.9E+04 .
m 29 6.98 154 5.3E+05 2.0E+03 6.3E+05 2.0E+04 2.8E+05 2.1E+05
30 7.66 154 2.2E+03 6.TE+04 2.9E+03 2.0E+04 2.3E+05 2.1E+04 R H
> 31 17.54 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 3.0E+05 2.TE+03 3.8E+04 ? 9 q. 3
v 32 17.87 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 2.8E+04 2.7TE+03 1.1E+05 . W
33 18.42 159 2.3E+03 2.0E+03 2.8E+03 4.2E+05 2.7TE+03 3.8E+04 ?—0 CH H 3
- 3

Plusieurs milliers ...plusieurs centaines
e variables... de metabolites ?? a



(&) Methodologie utilisée

e Choix du fluide biologique : 'urine humaine, tres utilisée dans les
études toxicologiques et cliniques.
-
e Choix de la méthode analytique : Chromatographie liquide (Cy,)

couplée a la spectrométrie de masse haute résolution (LTQ
Orbitrap)

e Traitement des données : XCMS R package et
Logiciels développés au laboratoire

e Analyses statistiques : SIMCA P et Prism GraphPad
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(=) Presentation du Travail de these

1. Construction d’'une base de donnéees
spectrale pour I'annotation de jeux de données
biologiques

2. Evaluation de 'impact de la variabilité
biologique sur le métabolome urinaire

3. Conditions de prelevement et de stockage a

court terme des urines et leur impact sur le
metabolome urinaire

16



Relative Abundance

5%

Relative Abundance

40
35
30
25
20
15
10
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service Pharmacologie et d'Immunoanalyse/ Laborataire d'Btude du Métabolisme des Madicaments

(2] Pourquoi une base de donnees spectrale ?

Retention time = t;

., _ . . _ . A
Une molécule = plusieurs ions = redondance du signal o
O Adducts
LC t st EsT MS g
.. b-.. () = (¥ Pseudo-molecular ion ~—p 2 (@)
- @ M+1
(] Fragments ‘ | Me2
100 528 | ’
“ m/z
: Pic d’intérét Extraction des ions : liste de variables annotése
[(M+H)T+ M/Z RT Formula Compound |Attribution Annotations
s 205.08709 (HMDB, KEGG, METLIN)
Deethylatrazine
" 188.0709 | 5.28 |C11H10NO2 Tryptophan [(M+H)-(NH3)]+ 3-amino-2-naphthoic acid
- ‘ ‘ ‘ Indoleacrylic acid
SRR 189.0757 | 5.28 |C10[13CJHIONO2 |Tryptophan  |[(M+H)-(NH3)]+ (13C) |Ethyl Oxalacetate
190.0787 | 5.28 |CO[13C]2HIONO2 |[Tryptophan  |[(M+H)-(NH3)]+ (13C2)
Tryptophan
ethotoin
205.0975 | 5.28 |C11H13N202 Tryptophan  |[(M+H)]+ Vasicinol
Idazoxan
Nirvanol
[(M+H)-(NH3)]+ N-Acetyl-D-fucosamine
\88.07060 206.1010 | 5.28 |C10[13C]H13N202 | Tryptophan [(M+H)]+ (13C) N-Acetyl-D-quinovosamine
207.1051 | 5.28 |CY[13CJ2H13N202 |Tryptophan  |[(M+H)]+ (13C2)
Gly Trp Phe (and isomers
190.07894 A 409.1902 | 5.28 |C22H25N404 Tryptophan  |[(2M+H)]+ Lyi M'Zt Met((an ; isomers))
/ 409.18134 .
Tyr Leu Asp (and isomers)
410.1938 | 5.28 |C21[13C]H25N404 | Tryptophan [2M+H)]+ (13C) lle Tyr Asp (and isomers)
19815445 2011803 || [ 211057 [ [/ [#10.18468 :
— . — : Val Tyr Glu (and isomers)

]
190

o [ e

miz

L el
200
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(2] Plusieurs approches complementaires

Caractérisation de nouveaux
metabolites a partir des données
biologiques

Base de données —
* m/z des ions généreés
spectrale

(adduits, isotopes,
fragments)

e Temps de rétention
» spectres de CID

N

Approche insuffisante car
un bon nombre de .
. : * Regroupement de variables
metabolites ne sont pas « bases de données
commercu_alement Expériences de CID
disponibles

Interprétattion des spectres de
masse de composes de reférence

» Analyses statistiques




(2] Analyse d'un compose de reference

1 1 + , .
M/Z Intensity Relative M/Z (theo) Delta (ppm) RDBE Composition Attribution

1204431 [N A =5a V] U.oZ 1£.9U443Y =111 1.0OCS A0 U N LUV R)-(LORLUVUS ))-(FRZU)| 1.0U a.01 1117
90.05482  3.6E+05 3.78  90.05496 -1.55 0.5 C3H8 02N [(M+H)-(C6H1003)]+ 1.80 4.77 11.17
116.034  2.7E+04 0.29 116.03422 022 25C7HIOON [(M+H)-(C2H603)-(H20)]+ 1.80 4.77 11.17
le26 285 25C7HI1202N [(M+H)-(C2H603)]+ 1.80 4.77 11.17
. 247 0.3 15C8H16 03N [(M+H)-(HCOOH)]+ 1.80 4.77 11.17
Fragments (+ISOtOpeS) 682 0.26 3.5 C9H14 O3 N [(M+H)-2(H20)]+ 1.80 4.77 11.17
738 -0.46___ 2.5 C9 H16 04 N [(M+H)-(H20)]+ 1.80 4.77 11,17
795 0.18 1.5 C9 H18 N O5 [(M+H)]+ 1.80 4.77 11.17
, : . 305 0.2 1.5 C813CH18NO5 [(M+H)]+ (13C) 1.80 4.77 11.17
Moléculaire (+|sotopes) 194 2.4 1.5 C9 H18 N 04 180 [(M+H)]+ (180) 1.80 477 11.17
|549 22 15C813CHI8NO4180  [(M+H)]+ (13C+180) 1.80 4.77 11.17

238.12023  1.76E+03 0.02 238.128515 3 0.5 C9H20NO6 [(MTR)+(H20)]+ 1.80 477 1117 |
242.09992  6.61E+06 68.15 242.099895 0.1 1.5 C9 H17 N Na 05 [(M+Na)]+ 1.80 4.77 11.17
243.10331  4.44E+05 458 243.10325 0.25 1.5 C8 13C H17 N Na O5 [(M+Na)]+ (13C) 1.80 4.77 11.17
244.10363  1.79E+04 0.18 244.104139 2.09 1.5 C9 H17 N Na 04 180 [(M+Na)]+ (180) 1.80 4.77 11.17
258.07386  1.29E+05 1.33 258.073833 0.1 1.5 C9H17KNO5 [(M+K)]+ 1.80 4.77 11.17
250.07731  1.49E+03 0.02 259.077188 0.47 1.5 C813CH17KNO5 [(M+K)]+ (13C) 1.80 4.77 11.17
264.082  1.68E+05 1.74 264.08184 0.61 1.5 C9 H16 N Na2 05 [(M-H+2Na)]+ 1.80 4.77 11.17
265.08498  3.08E+03 0.03 265.085195 -0.81 1.5 C813C H16 N Na2 05 [(M-H+2Na)]+ (13C) 1.80 4.77 11.17
310.08654  1.10E+03 0.01 310.08732 252 1.5 C10 H18 N Na2 O7 [(M+Na)+(HCOONa)]+ 1.80 4.77 11.17
569 1.22 2.5 C18 H34 N2 Na 010 [(2M+Na)]+ 1.80 4.77 11.17
i i 924 099 2.5C17 13C H34 N2 Na 010 [(2M+Na)]+ (13C) 1.80 4.77 11.17
Adduits (+ISOtO pes) 279 0.26 2.5 C16 13C2 H34 N2 Na 010 [(2M+Na)]+ (13C2) 1.80 4.77 11.17
514 0.1 2.5 C18 H33 N2 Na2 010 [(2M-H+2Na)]+ 1.80 4.77 11.17

RT~| MZ|-| #~| Masse/~| Composé|~| Composition [~| Attribution ~PLC (C18) j‘]

4.72] 202.107624] 1 202.10738|pantothenic acid  |C9 H16 O4 N [(M+H)-(H20)]+ 4.77

4.73| 90.054915| 1 90.05496|pantothenic acid  [C3 H8 02 N [(M+H)-(C6H1003)]+ 4.77

4.74| 220.117542| 1 220.11795|pantothenic acid  [C9 H18 N O5 [(M+H)]+ 4.77

4.74| 221.12168| 1|  221.121305|pantothenic acid |C8 13C H18 N O5 [(M+H)]+ (13C) 4.77

Annotation d’urines ~ 474| 222122088 1|  222.122194|pantothenic acid  [C H18 N 04 180 [(M+H)]+ (180) 4.77

) 4.74| 242.100637| 1|  242.099895|pantothenic acid |C9 H17 N Na 05 [(M+Na)]+ 19 477

humaines 4.74| 258.075314 1|  258.073833|pantothenic acid [C9 H17 K N O5 [(M+K)]+ 4.77




(2] Reésolution chromatographique

Colonne C 4

1IIIIII—_ 1.00
_ N-acetylputrescine
50
o _
) -
% -
£ ol L
2 g, 108
w ] Echantillon
5 ] biologique
¥ 50
I:I ] ] ] | ] I. ] | .I ] ]
I 2 Time {min)

Colonne PFPP

— 1153

11.34
1 Echantillon
- biologique
50 10.88
. L R L R L
Time (min) 10 12

0]
HZN\/\/\ )j\
N CH
H

Isomere ?

38 pics en C ;g (dont 37 dans le volume mort) = 83 pics avec une colonne
de type en PFPP. (et donc a au moins 83 métabolites)

Plusieurs isomeres pour un seul pic = pas d'interprétation statistique

possible

20

O
N-acetylputrescine
: [{\/\/\ i
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(&) Identification en milieu biologique

ANNOTATION CAMERA _ _ )
Correlation entre Annotation par les bases de données
X m/z RT _ ; : .
isotopes adduct | pcgroup | €échantillons publiques
1806/ 303.144298, 9.33 |** i 531 NA o
4663| 593.331209) 9.34 |[681][M]+  |** 512 NA L-Urobilin
4668| 594.336833| 9.34 |[681][M+1]+ |** 512 NA *
4679| 595.346349| 9.40 |[650][M]+ [M-H]- 394 1.00 C-Curarine / L-Urobilinogen
4682| 596.351361| 9.40 |[650][M+1]+ |** 394 0.98 >
4878| 631.32561| 9.40 |* [M+CLJ- 394 0.96 *
3797| 481.278887, 9.46 |* ** 552 NA GPCho(10:0/4:0) / GPCho(12:0/2:0)
2763| 381.190985| 9.53 |** i 627 NA o
3834| 485.179201, 9.61 |** i 544 NA Rutaevin / Nafenopinglucuronide
1255| 253.144008| 9.67 |** i 556 NA o
C-Curarine L-Urobilinogene HO
CHy
|+
M
CHa
S
I
0 \
N._| X
CH;y
M 21

CH,



Faave e re

(&) Identification en milieu biologique

523.33
551.35 (-CO,) 1o (C.H,0, [M-H]-

595.34924
100 o

22 [(M-H)-(C16H24N,05)- o

55 (Coz)]' _ HoC 291.17

HC NH ° (-C;7H,4N,05)
809 2539.18146 3

75 ]\

T

55 H,C H
H.C
&0 3 CH
= NH 3
55 /
50 —

a5 HO <
40 H3C H
32 259.18
30 (-C16H,4N,0;) (-CO,)
- [(M-H)(CO,)}
M-H)-(C-H,,N,O.)]-
::2 [( ) (C17 24 203)] [(M-H)-(C3H4OZ)]' l
- 251 .1|?1 17 523.3[2935
. i

| T T T T T T ek T T | T T T T T T T T ] T T T T T T T T T T T 1
230 300 330 400 430 =00 30 SO0
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(27} Conclusion : metabolites identifies

383 Métabolites caractérises

23
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(27} Conclusion : metabolites identifies

T TR G & e O a el

24
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(27} Conclusion : metabolites identifies

Chimiotheque

25



ice Pharmacaologie et d'Immunoanal

Laborataire d'Etude du Metabalisme

(27} Conclusion : metabolites identifies
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(&) Conclusion : familles chimiques

FPorphyrines 1%
Acides biligires 1%
Indoles et dérives 1%

Répartitions des 244
métabolites identifieés
parmiles différents

familles chimiques de
métabolites

HERE
mmm

Steroides et déenves 2%

Lnooon

Glucuronides endogenes 2%
Dipepfides 3%
Sucres et déernves 3%

WLELE

Alcools et polyols 4%

!

Acylglycines 4%

Composes exogenes et leur métabolites 7% | 18
Mucléosides et derives 8% |17

Amines biogénes et polyamines 8% | 21

Acylcarnitines 11% | 28

Acides amings et dénves 17% | 43

Acides organiques st denves 26% | 64

27




(=) Presentation du Travail de these

1. Construction d’'une base de donnees
spectrale pour I'annotation de jeux de données
biologiques

2. Evaluation de I'impact de la variabilité
biologique sur le métabolome urinaire

3. Conditions de préelevement et de stockage a

court terme des urines et leur impact sur le
métabolome urinaire

28



(&) Cohorte étudiée

e 227 Urines humaines (volontaires du CEA)

« Utilisation des facteurs physiologiques pour etudier la

variabilité (age, genre et IMC)

Age (années) 18-35 36-45 >46 TOTAL AGE
Genre* F H| Total | F | H | Total F | H| Total F H | Total
Indice de Masse Corporelle (IMC**)
Maigreur (<18.5) 3 |0 3 210 2 0| 2 2 5 | 2 7
Normal (18.5-24.9) 29 [34| 63 |[23|22| 45 |24|18| 42 76 | 74 | 150
Surpoids (25-29.9) 2 |11] 13 | 8 17 8 |22| 30 18 | 42 | 60
Obesite (>30) 0 |0 0 2 |1 3 5| 2 7 7|1 3| 10
TOTAL IMC 34 |45| 79 |35|32| 67 |37|44| 81 |106]121| 227

 *F:Femme; H:Homme /** IMC = poids (kg) / taille (m?)
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(&) Manque de reproductibilité de 'ESI-MS
 Beaucoup d’échantillons a analyser = encrassement de la

source ESI-MS
* Perte de signal proportionnelle au nombre d’échantillons -
nécessité de normalisation
Acide 4-methyl-2-oxovalerique ESI(+) Acide 4-methyl-2-oxovalerique ESI(-)
5.00E+07 5.00E+06 * QCa
4.50E+07 ¢ Qc 4.50E+06 e Samples
4.00E+07 : ff"“?p!es(ac) 4.00E+06 . Qcb
3.50E+07 S 3.50E+06 . Linéaire (QCa)
3.00E+07 3.00E+06 N Linéaire (QCb)
£ 2508407 £ 250406 * el
2.00E+07 2.00E+06 S ol e o
1.50E+07 . 1.50E+06 2 2atse S
1.00E+07 . o 3 LOOE+06 | %" & s i te e e
someos o B e i Syt U Tt L ey A

50

100 150 200 250 300

Ordre de passage des échantillons

100 200 300 400

Ordre de passage des échantillons

30




(&) Normalisation

Utilisation d’échantillon de contrdle qualité (QC)

biais analytique pour chaque métabolite

(Dunn WBet al. Procedures for large-scale metabolic profiling of serum and plasma using gas chromatography and liquid chromatography coupled to mass

spectrometry. Nature Protocols 2011;6: 1060-83.

pour modéliser le

Normalisation par régression locale LOWESS

(Locally Weighted Regression and Smoothing Scatterplots. Cleveland WS. JASA 1979;74: 829-36.)

Butyrylcarnitine [87]

8e+09
6e+09

4e+09

absolute

2e+09

3.0

25

20

15

relative

1.0_ 3 ala .._\.A

05

0 50 100 150 200
Analysis order

absolute

relative

2.5e+09
2.0e+09
1.5e+09
1.0e+09
5.0e+08

0.0e+09

Panthotenic_acid [78]

0 50 100 150 200 250
Analysis order



(&) Test statistiques

 tests statistiques en fonction du type de variable

e Tests non paramétriques car population d’origine
Impossible a définir (Loi normale, égalité des variances)

« La variable «genre» etant catégorielle (ou qualitative) a
deux classes - test de comparaison des medianes de
Mann-Whitney-Wilcoxon

e Les variables «age» et «IMC» étant des variables
guantitatives - tests de corrélation de Spearman
(régression)

» Application de la Correction des test multiples



(&) \Variations liées au genre

Hormones stéroidiennes (3/5 = 60%)

Glucuronide de DHEA (™) Sulfate de DHEA (™) Glucuronide de Testotérone (™)

1.2 4 1.5

— 1.5 7
3 T £0 -
'Té o Il 1.0 )
el [ T
004 s l 0.5 - Al
= 0.2 -

0.0 0.0 — 0.0 —

Female Male Female Male Female Male
Métabolisme énergétique
Diméthylguanosine (*) Adipoylcarnitine (***) Asp-Leu/ Leu-Asp (™)
14
1.0 - \ 1.0
T

208 - 5 1.0 0.8
S e 0.8 - I
T 05 0.6 T
5 ki 0.6 - i l
< 9.2 - 0.2 — 0.2 —

- oo | i

Female Male Female Male Female Male

Nucléosides et dérivés (2/19 = 11%)  Acylcarnitines (13/28 = 46%) Dipeptides (4/7 = 57%)

33
(Dégradation des ARNt) (Catabolisme des lipides) (Deégradation des protéines)



(&) \Variations liées au genre

Métabolisme des acides aminés (6/43 = 14%)

Acide 2-isopropylmalique (**) Phénylalanine(*) Acide pantothenique (*)
1.2 i
. 1.0 - T 1.0 1
5 0.3 '* 0.8
m 0.6 -
% 0.6 T 0.6 -
S 0.4 - J_ adll 0.4
=
0.2 0.2 0.2 —
0.0 ~ 0.0 - 0.0 —
Eamala BMala 0000 Camaala Blala Female Male
Métabolisme du tryptophane
Indoleacétylglutamine (*) Acide kynurénique (**) Glucuronide d'acide 3
indolcarboxylique (**)
1.0 — 1.2 - n—
0.8 )
3 T T |
o N T 0.6 2§
T 0.6 - 1 = L
% 0.6 0.4 -
C 0.4 -
2 0.4
< 0.2 oY 0.2 -
0.0 - 0.0 — 0.0 -

Female Male Female Male Female Male 34



(&) \Variations liées a I'age

Hormones stéroidiennes (3/5

= 60%)

L
Glucuronide de DHEA (***) Sulfate de DHEA (™) Glucuronide de testostérone (%)
8.0x105- 50407 6.0x10%
—_— dox1074 T _
I 6.0x10%- 3 ¢
- . 4.0x10%<
g £ 3.0x107 :
S 4.0x105- -T- S — 3 T
= w  2.0x107+ - -1
o © B 2.0x10°
< 2.0x10°- < 4 0x107- -T-
0 T T ] T T [ ._‘I o T T T
G o o o P » B
& « & e » 8 7
Catégories d'age Catégories d'age Categories d'age
r - & - - - 0
Metabolisme des acides amineés (+ tryptophane) (4/43 = 9%)
Acide aspartique (**) Acide 5-hydroxyindolacetique (*) N-acetylphenylalanine {**)
2.5%105 - 4,0:'(1”:"' 1'5’:135._
= AN > soxt0e] | e ——
< < T qoxtee] —T— —
£ 1.5x1081 E E
S S 2.0x10°- S
= = =
E 1.0x1054 2 g ——
T 50100 < 10x10°; <
0 T T T 0 T T T 0 T T T
& % % ) £ P o o
& g = & e > & @} -

Catégories d'age Catégories d'age Catégories d'age
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=5 Madicaments
(&) \Variations liees a I'age

CAFEINE (*** catine
(1,3,7-triméthylxanthing) .o
(I:HS 2 1,505 T
N N 0 5 1010
</ | \Nf § S0xHPe IJ—_I
N | | I
CYP1A2 MG O #
(4% Cllcgwludwl
CYP1 A2 CYP1 A2 Paraxanthine (***)
THEQPHYLLINE (12%) (84%) " s
(1,3-diméthylxanthine) PARAXANTHINE (™) 3 5.0
CH,4 THEOBROMINE (1,7-diméthylxanthine) E —|— T
[ THEOBROMINE £z
</N N\T//O (3,7-diméthylxanthine) Es
|

H
N M 0] o
CH
(509 " 0 ’ </N | \f H di \CH3 N Catégoriss d'age
3 0]

M H
H Cj,f CYP 1 A2 1-methylxanthine (*)
Acide 1,3-diméthylurique (***) (30%) : © (20%) 4. methylxanthlne () 3 somwe -|-
i (50%) (90% 5 o
AR Y L
T 20x000
0:<N _a (20%) sl LI
H CH & e *
@] . v 0 Catégories d'age
7-methylxanthine A iqe 1 7-diméthylurique (%) (39 %)
Acide 1,3-dimethylurique () H

N, .0 H } (**
- </N | \f N N\fo Acide 1 methylurlque )
g souo- 3-methylxanthine | NH O:< | !
3 o CHy ! N o
< jutom H.C 3

f = ¥
N o s 0 HC 0 © ]%‘/
\f
Cmunﬂl: Togr NH Acide 1.7-dimethylurigue ()

I

2004050
Acide 1-methylurique ()
20t
0] 2 1500
E
5 10510 FRL L
: :
5 socwm 2 1.0m1009.
£ soaom 36
& ¢ F e
Catégories d'age '&)" *," »



(&) Variations liees a I''MC

 Pas de variations spécifigues : variations egalement liées
a I'age (meétabolites exogenes)

o L'age et 'MC étant deux parametres corrélés , il est
Impossible de savoir si ces variations avec I'lMC sont
artéfactuelles ou pas.

Age vs. IMC**
(p-value = 0.0058)
80+ _
] Maigreur
_ 3 Mormal
60- 3 Surpoids
— Bl Obésite

Mbr d'individus
=
]

2:-.-. Dl Hl_

13-3& ans 36-45 ans :-4Elans
Age
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&0 Présentation du Travalil de these

1. Construction d’'une base de données
spectrale pour I'annotation de jeux de donnees
biologiques

2. Evaluation de 'impact de la variabilité
biologique sur le métabolome urinaire

3. Conditions de prélevement et de stockage a

court terme des urines et leur impact sur le
metabolome urinaire

38



(&) Contexte

I'urine est un fluide biologigue complexe dont les conditions de
prelevement et de stockage peuvent modifier la composition
metaboligue

Il est possible de réaliser des prelevements ponctuels ou des
recueils sur une peériode de temps déterminée pouvant aller
jusgu’a 24h ou 48h

Quelles sont les meilleures conditions ?

Peu de publications, Résultats chimiométriques et parfois
contradictoires

Urines individuelles = forte variabilité inter-individuelle
Liste de metabolites impactés rares et seulement par RMN
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Sans conservateur

(&) Plan expéerimental

000.0“” )
VARVARV.

_.,m » . “
Conservateur(s)
Mélange | | | »
d’urines

fraiches v v v

Prélevements a
intervalles reguliers
entre O et 72h

A

Spectrométrie de Turbidimétrie

masse (empreinte (croissance
métabolomique) (+ RMN) bactérienne)

ff
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(2] Evolution de la croissance bactérienne

A. Evolution de la croissance bactérienne

: e Bt Ldamen La croissance

S 0104 T econaus | bactérienne n’est pas
T ) reproductible et

5 005 acB B3 (septemore) | dépendante de la

< ____,_(/*"‘ ! température

Prélevements (h)

B. Evolution de la coissance bactérienne C. Evolution de la croissance bactérienne
a température ambiante a froid (4°C)
£ £
o o
ol o4
© 0.10- © 0104
0 ]
1] L]
= 0
[ [
o 0.05- S 0.05-
= =]
‘I . - L_f ‘:
LF__:—-- [ a 2
T T T T T T T T T T T T T T [} T T T Y 1
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72

Prélevements (h) Preélevements (h) “



t[3]

(2] Analyses statistiques multivariees

Cc conservateur

«HILTZ24.3 F

: TE
i BepT 241 P MPS
ST A - 2P

- 10 =———————————t——————t—t— —
A2 -1 8 8 4 -6 5 4 3 -2 10 1 2 3 4 &5 B ¥ 8 8 10 11 12 13 14 15 1B

e Quels métabolites sont respoftsables de la clusterisation ?

* Quels métabolites sont liés a la croissance bactérienne ou
I'instabilité en solution ? v




(&) Meéetabolites et contamination bactéerienne

Métabolites liés a la croissance bacterienne (observés en RMN)

. JUILLET 2010 SEPTEMBRE 2010
Variation Observation I I I
d'ionisation

ANOVA RT 4T W 4T ACB
Acide benzoique 1 / / / / I\ / /
Créatine 0 ESI(+) ns ns / (()ngg \ ns ns
Créatinine® ! ESI(+) ns ns ns ns ns
Acid lactique 1 ESI(-) ns ns (()T(')I'iSS? ns ns
Acide citrique ! ESI(-) ns ns \ (()ﬁ(g ns ns
Acide hippurique ! ESI(-) ns ns \ ns ns ns
Acide succinique 1 / / I\ / / / /
Acide malonique 1 ESI(-) / / \\ (()T(')I'?LSZ? ns ns
Acide acétique 0 / / / / /
Acide formique 1 / / / / / /
Trimethylamine 1 / / / / / /
Glycine 1 / / / / / /
Alanine 1 (autre isomere) / / / / /
Urée ! ESI(+) ns ns ns ns ns




(&) Meéetabolites et contamination bacterienne

« Métabolites qui varient a température ambiante mais
nia4 Cnien présence de conservateurs :

3-indole carboxylic acid glucuronide TMAO
1.5- -
e ACE 15 o 2o
— 4°C — RT
— RT
E 1.0 E 1.0
< <
2 h
L 0.5- L 05
0.0 0.0

T 1 1
S W0 R QN A R A
Time-point (h)

Time-point (h)

« Méthylguanosine, Diméthylguanosine, méthylinosine,
Bétaine, choline... + d’autres non identifiés. y



(2] Metabolites et instabilité chimique

« ‘Métabolites qui varient au cours du temps
iIndependamment de la croissance bactérienne

Ascorbic acid Threonolactone
15-

1.5- — AcE —— ACE
—— 4°C — A7
i — RT
@ 1.0- - RT g1
bl <L
< =
= S
L 0.5- - 97
u 1 | 1 |
Q U x S G
Q N e A AN SN A S
A “~ A . .
Time-point (h)

Time-point (h)

* L-Urobilinogene, L-Urobiline, acide a-kétoglutarique,
acide pyruvique... + d'autres non encore identifiés,



(&) Conclusion

- Base de données spectrale
466 metabolites

/ | NOTQ

ETUDE

2z 244 T

Méetabolites M A e e

Annatas ron Métabolites identifiés  iapoiites
N uniguement
retrouves caractérisés
sur la base
de la masse

| précise.

‘

A 4

o 237 métabolites détectés (97%)

o 27 impactés (11%) par la croissance bactérienne, et 8
Instables en solution (3.3%)

« Conditions idéales de prelevement : a 4 C (sur glace)




Cconclusion et Perspectives :
Construction d’'une base de données

relationnelle meétabolomique
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(2] Base de données relationnelle

Ll Facteurs Stabilité
Détection dans physiologiques (contamination
les biofluides (Age, genre, bactérienne ...)

(Urines, IMC...)
plasmas...)

UPLC / LTQ- Orbitrap Bas .

données
spectrale

- Optimisation de la résolution ’5 B 'e

chromatographique .
- Extension a d’autres types de
spectrometres de masse (QTOF, FT-ICR...)
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